アルツハイマー病の食品成分による制御と新規バイオマーカー探索に関する研究 by 喜古  健敬
アルツハイマー病の食品成分による制御と新規バイ
オマーカー探索に関する研究










































1.1.1 緒言 10 
1.1.2 方法 10 
1.1.3 結果 17 




解明に関する in vitro試験 
1.2.1 緒言 31 
1.2.2 方法 31 
1.2.3 結果 34 
1.2.4 考察 43 
小括 45 
 
第三章 赤血球の老化抑制のためのカロテノイド摂取の有効性に関する in 
vitro、マウス、およびヒト試験 
第一節 In vitro 試験における赤血球老化に対するキサントフィル補給の有
効性評価と赤血球カロテノイド LC-MS/MS分析 
1.3.1.1 緒言 46 
1.3.1.2 方法 46 
1.3.1.3 結果 50 
- 3 - 
 
1.3.1.4 考察 64 
第二節 マウスにおける赤血球老化に対するキサントフィル摂取の有効性評
価 
1.3.2.1 緒言 67 
1.3.2.2 方法 67 
1.3.2.3 結果 69 
1.3.2.4 考察 78 
第三節 ヒト赤血球のアミロイドβ濃度 
1.3.3.1 緒言 80 
1.3.3.2 方法 80 
1.3.3.3 結果 81 
1.3.3.4 考察 85 
第四節 キサントフィルのヒト赤血球への移行と赤血球老化抑制効果 
1.3.4.1 緒言 87 
1.3.4.2 方法 87 
1.3.4.3 結果 89 





第一章 血漿および脳脊髄液の microRNA抽出法の検討 
2.1.1 緒言 107 
2.1.2 方法 107 
2.1.3 結果 111 
2.1.4 考察 121 
第二章 microRNAを用いたアルツハイマー病のバイオマーカー探索 
2.2.1 緒言 123 
- 4 - 
 
2.2.2 方法 124 
2.2.3 結果 126 













 我国の認知症者はおよそ 200万人で、2025年には 300万人を超えると推測さ
れている [1]。また、我国の認知症の罹患率は 2000年に 65歳以上の高齢者で 7％













































例えば、miR-29a と miR-29b は、アルツハイマー病患者の脳において、Amyloid 




 アルツハイマー病患者の非侵襲サンプル（脳脊髄液や白血球）の miRNA 分析
例は 2例しかなく [34, 35]、血漿および脳脊髄液の miRNAがアルツハイマー病
の確定診断に有用なツールかは未だ不明確なままである。そこで、まずはじめ
に、血漿、脳脊髄液の miRNAアルツハイマー病バイオマーカーの探索に向けて、
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血漿、脳脊髄液の miRNA 測定方法を開発することにした。つぎに、アルツハイ
マー病の miRNA分析 [34, 35]や他の非侵襲性の miRNA発現の最近の報告をもと
に [36-40]、本研究ではアルツハイマー病患者と健常高齢者の血漿と脳脊髄液
の候補 miRNA（miR-9、miR-29a、miR-29b、miR-34a、miR-125b、miR-146a）を










Fig. 1  Chemical structures of phospholipid hydroperoxides.






















































































ルツハイマー病外来患者 28名（男性 15名、女性 13名）とその配偶者（コント
ロール）28名（男性 13名、女性 15名）を被験者とした。アルツハイマー病外
来患者の年齢は 72.5±1.4歳（平均±標準誤差）、BMI（Body mass index）は 22.2
±0.5 kg/m2であり、配偶者の年齢は 74.1±1.3歳、BMIは 21.5±0.6 kg/m2であ
った（Table 1.1.1）。 
 血液 10 mLをヘパリン採血して頂いた。その後、速やかに遠心（1,000 g, 10 
min, 4℃）し、血漿と赤血球に分離した。赤血球を洗浄するために、5容量（25 
mL）の生理的リン酸緩衝液（PBS）（pH 7.4）を加え遠心（2,300 g, 10 min, 4℃）




 赤血球の総脂質は Rose & Oklander の方法 [41] を改変して抽出した。すな
わち、Packed cells 1.0 mLを50 mLのねじ口ガラス遠沈管に入れ、0.1 mM EDTA-2Na
水溶液を 1.0 mL加えて静かに攪拌した。15分氷中に放置後、イソプロパノール
10 mL を加えて静かに攪拌した。30 分氷中に放置し、クロロホルム 10 mL を加
えた。ボルテックス後に 30分氷中に放置し、遠心（1,000 g, 10 min, 4℃）し
た。一層の抽出液を梨型フラスコに回収し、エバポレーターで溶媒を除去した。
水溶性の夾雑物を除くために、この残渣に対し Folch法による脂質抽出 [42] を
途中まで行った。すなわち、残渣をクロロホルム/メタノール（2:1, v/v）2.5 mL
に溶解し試験管に移した。これに水 0.5 mLを加え、ボルテックス、遠心（1,000 
g, 10 min, 4℃）した。得られた下層を別の試験管に移し、残りの上層にクロ
ロホルム/メタノール（10:1, v/v）1.8 mL を加えた。同様にボルテックス、遠





 血漿の脂質抽出は Folch 法 [42]に従った。0.5 mL の血漿にクロロホルム/メ
タノール（2:1, v/v）2.5 mLを加え、ボルテックス、遠心（1,000 g, 10 min, 4℃）
した。得られた下層を別の試験管に移し、残りの上層に理論下層であるクロロ
ホルム/メタノール（10:1, v/v）1.8 mL を加えた。同様にボルテックス、遠心
（1,000 g, 10 min, 4℃）し、得られた下層を先ほどの下層と合わせた。脂質
抽出物を洗浄するため、下層に理論上層であるクロロホルム/メタノール/水
（3:48:47, v/v/v）を 2.4 mL加え、ボルテックス、遠心（1,000 g, 10 min, 4℃）
した。得られた下層は窒素下で溶媒を除去し、重量法で総脂質量を測定した。
















 HPLCカラム：Finepak SIL-NH2, 4.6 mmID×250 mm（JASCO） 
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 移動相：イソプロピルアルコール/メタノール/水（130/45/25, v/v/v） 
 流速：1.0 mL/min 
 カラムオーブン：860-CO（JASCO） 温度：40℃ 
 UV検出器：875-UV（JASCO） 検出波長：210 nm 
 発光試薬：50 mMホウ酸緩衝液（pH 10）に 2 µMのルミノール（和光純薬工




 100 µLのクロロホルム/メタノール（2:1, v/v）に溶解した赤血球と血漿の脂
質抽出物を CL-HPLCに 40 µL供した。 
 
1.1.2.5 赤血球と血漿のリン脂質の測定 




70%過塩素酸水溶液 0.4 mLを加え、ブロックヒーターを用いて 200℃で 1時間加
熱した。室温に冷却後、水 4.2 mL、5%モリブデン酸アンモニウム水溶液 0.2 mL、





 赤血球のカロテノイド、トコフェロールの抽出は、[17] と同様に行った。2 mL
の Packed cellsに水 2 mLを加え、赤血球を溶血させた。80 mMピロガロール（エ
タノール溶液）を 4 mL 加えた。1 µM エキネノン（カロテノイド内部標準）と
125 µM PMC（トコフェロール内部標準）の混合物を 50 µL加えた。1.8 M水酸化
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カリウム（KOH）水溶液を 0.8 mL加えた。0.1 Mドデシル硫酸ナトリウム（SDS）
水溶液を 1 mL加えた。ヘキサン/ジクロロメタン（5:1、v/v、1.2 mM ジブチル
ヒドロキシトルエン；BHTを含む）を 12 mL加えた。この混合物を氷中で 5分間




解させ、不純物を除去するために Sep-Pak® Plus Silica Cartridges（Waters）
に供した。さらに 7 mLのヘキサン/アセトン（2:1, v/v）を流し、溶離液 10 mL
を回収した。窒素下で溶媒を除去して得られた残渣を MeOH/MTBE（2:3, v/v）100 
µLに再溶解させた。そのうち 50 µLを UV-HPLC分析に供しカロテノイドの検出
を行った。また 20 µLを窒素下で溶媒を除去し、ヘキサン 100 µLに溶解し、そ
のうち 50 µLを FL-HPLC分析に供した。 
 血漿のカロテノイド、トコフェロールの抽出は Lyanら、Broekmansら [45, 46] 
の方法を改変して次のように行った。血漿 0.5 mLを 10 mLねじ口試験管に分注
し、水を 0.5 mL 加えた。タンパク質を沈殿させるためにエタノール 1 mL を試
験管に加えた。4 µM内部標準エキネノン、500 µM内部標準 PMCのエタノール溶




うち 50 µLを UV-HPLC分析に供しカロテノイドの定量を行った。また 20 µLを











 カラム：C30 Carotenoid（5 µm、4.6 x 250 mm、YMC） 
 カラムオーブン：860-CO（JASCO） 温度：20℃（12℃に設定した冷却 
機を付して調節） 
 ポンプ：880-PU (JASCO) 流速：1 mL/min 
 移動相 A：MeOH/MTBE/H2O = 83:15:2 (v/v/v、3.9 mM 酢酸アンモニ 
ウムを含む) 
 移動相 B：MeOH/MTBE/H2O = 8:90:2 (v/v/v、2.6 mM 酢酸アンモニ 
ウムを含む) 
 グラジエント条件 
  時間 0 12 24 38 40 （分） 
  A 90 55 0 0 90 （%） 
  B 10 45 100 100 10 （%） 
 UV検出器：NANOSPACE SI-1 (SHISEIDO) 検出波長：463 nm 
 記録計：C-R6A CHROMATOPAC (SHIMADZU) 
 
1.1.2.8 赤血球、血漿のトコフェロールの測定 




 カラム：ZORBAX RX-SIL（5 µm、4.6 x 250 mm、Agilent） 
 カラムオーブン：CO-965（JASCO） 温度：35℃ 
 ポンプ：980-PU (JASCO) 流速：1 mL/min 
 移動相：ヘキサン/1,4-ジオキサン/イソプロパノール（988:10:2, v/v/v） 
 蛍光検出器：RF-10AXL (SHIMADZU) 
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 励起波長：298 nm 蛍光波長：325 nm 
 記録計：クロマトコーダー21 (システムインスツルメンツ) 
 トコフェロール標準溶液の濃度はナノドロップ分光光度計（Nanodrop 
Technologies）で測定し、吸光係数から求めた。α, β, γ, δ-トコフェロールの
吸光係数はそれぞれ 3270（292 nm）、3730（296 nm）、3810（298 nm）、3520（298 
nm）を使用した [48]。PMC 標準溶液（エタノール溶液）は PMC を正確に量り取
り、その重量から濃度を求めた。各トコフェロールおよび内部標準 PMC のシグ
ナル/ノイズ比（S/N）= 3 での検出限界は < 0.01 nmol であった。定量限界は








1.1.2.10 血漿 Aβ40、Aβ42測定 
 β-アミロイド 40（Aβ40）を Human βAmyloid（1-40）ELISA Kit wako（和光純
薬工業株式会社）、β-アミロイド 42（Aβ42）を Human βAmyloid（1-42）ELISA Kit 
wako（和光純薬工業株式会社）で測定した。Aβ40あるいは Aβ42のキット付属の
スタンダード希釈液で血漿をそれぞれ 1/4倍に希釈した。ウェルに検体を 100 µL
加えた。プレートシールを貼り、冷蔵（4℃）で一晩反応させた。プレートシー
ルを取り外し、ウェル内の液をデカントし、溶液を捨てた。各ウェルに洗浄液
を 300 µLずつ分注し、デカントした。この操作をさらに 4回繰り返した。各ウ
ェルに標識抗体を 100 µL ずつ加え、冷蔵（4℃）で 1 時間反応させた。各ウェ
ルに洗浄液を 300 µLずつ分注し、デカントした。この操作をさらに 4回繰り返
した。各ウェルに TMB溶液を 100 µLずつ加え、室温暗所で 30分間反応させた。
各ウェルに反応停止液を 100 µLずつ加え、酵素反応を停止させた。標準曲線に





















健常配偶者に比べ高値を示した（Fig. 1.1.1, Table 1.1.2）。PCOOHと PEOOHを
合わせた PLOOH量は、アルツハイマー病患者（83±14 pmol/mL packed cells（平










































1.1.3.5 アルツハイマー病患者の血漿 Aβ40、Aβ42 
 血漿の Aβ40濃度は、アルツハイマー病患者で有意に高値を示した。一方、血













Age 72.5±1.474.1 ± 1.3
21.5 ± 0.6 22.2 ± 0.5BMI
MMSE 18.7 ± 1.1-
AD patientsControl subjects(the spouse)
1 Means ± SE; n = 28.

























































(n=14, MMSE score: 21-25)
Control subjects
(n=28)
Moderate and  severe AD patients
(n=14, MMSE score: 0-20)
A B
Fig. 1.1.1 RBC phospholipid hydroperoxide concentrations (A) and RBC carotenoid concentrations (B) in
AD patients and control subjects. Values are means ± SE. Difference is considered significant from control
subjects (P < 0.05).
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Fig. 1.1.2 Correlation between RBC phospholipid hydroperoxide and
lutein concentrations in AD patients and control subjects (N=28).






Table 1.1.2  Phospholipid hydroperoxide concentrations in red blood cells (RBC) and plasma 
of patients with Alzheimer’s disease (AD) and control subjects1
1 Means ± SE; n = 28
2 Significantly different from AD patients: 2P < 0.01.











46.5 ± 11.0 2
58.2 ± 4.5 2
82.7 ± 13.5 2
53.0 ± 21.5 2
28.4 ± 6.0 2





















1 Means ± SE; n = 28.
2,3,4 Significantly different from AD patients: 2P < 0.001, 3P < 0.01, 4P < 0.05.
5 Xanthophylls are sum of lutein, zeaxanthin and β-cryptoxanthin.
6 Non-polar carotenoids are sum of  α-carotene, β-carotene and lycopene.
Table 1.1.3 Carotenoid and tocopherol concentrations in red blood cells (RBC) and plasma of
patients with Alzheimer’s disease (AD) and control subjects1
AD patientsControl subjects
RBC
26.4 ± 1.9 2
4.7 ± 0.6 4
4.2 ± 0.7 3
0.4 ± 0.1 4
2.7 ± 0.4 3







35.2 ± 2.5 3
3.4 ± 0.4 4













Carotenoids (pmol/mL packed cells)
273.3 ± 22.3
106.5 ± 7.7 2
19.5 ± 3.1 4
16.1 ± 2.4 3
1.7 ± 0.4 4
10.4 ± 1.2 3







142.1 ± 11.0 3
13.2 ± 1.5 4
251.9 ± 21.0
21.5 ± 2.3















13.3 ± 1.513.8 ± 1.8Total tocopherols
α-Tocopherol
γ-Tocopherol










347.8 ± 25.0 2
87.9 ± 7.1 3
162.8 ± 23.0
128.7 ± 29.5








598.5 ± 47.8 3
653.7 ± 76.9 4
































Table 1.1.4 Correlation between phospholipids hydroperoxide and antioxidant concentrations in red blood


































































































































































































































1 n = 28
2 Xanthophylls are sum of lutein, zeaxanthin and β-cryptoxanthin.
3 Non-polar carotenoids are sum of α-carotene, β-carotene and lycopene.
4 PLOOH are sum of  PCOOH and PEOOH.
4 4





















































































Table 1.1.5 Correlations between red blood cells (RBC) and plasma antioxidant
concentrations of Alzheimer’s disease (AD) patients and control subjects1
1 n = 28.
2 Xanthophylls are sum of lutein, zeaxanthin and β-cryptoxanthin.
3 Non-polar carotenoids are sum of α-carotene, β-carotene and lycopene.





1 Means ± SE; n = 28
2 Significantly different from AD patients: 2P < 0.01.
3 Nearly significantly different from AD patients: 3P < 0.18.
Aβ40
Aβ42
Table 1.1.6  Amyloid β protein (Aβ) concentrations in plasma of AD patients and control subjects1
99.33 ± 10.10 2





Aβ42/Aβ40 0.222 ± 0.030 0.240 ± 0.052










の蓄積量は、健常配偶者に比べ約 3倍（平均 83±14 pmol/mL packed cells）高
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第二章 アルツハイマー病における赤血球老化とカロテノイド濃度









イマー病の発症や進行に繋がると考えられる [8, 9]。 
 近年、Aβが血液中に含まれることが明らかになってきており [59-62]、Aβの
赤血球に対する影響についても興味が持たれ始めてきている [63-65]。
Jayakumar らは、in vitro 試験で、Aβの凝集体は赤血球に沈着することを明ら
かにし [64]、赤血球に沈着した Aβは、赤血球の形態や変形能を悪化させること













- 32 - 
 
 血液は健常者から EDTA採血により得た。Aβ40、Aβ42は PEPTIDE INSTITUTE, INC.






1.2.2.2 ビオチニル化 Aβの作成 
 Aβを蛍光発色させるため、Aβのビオチニル化を行った。ビオチニル化 Aβの作
成は、[66] と同様に行った。1 mgの Aβ40あるいは Aβ42を 1 mLの炭酸水素ナ
トリウムバッファー（pH 8.5、30%アセトニトリルを含む）に溶解し、0.32 mg
の Sulfo-NHS-Biotin を加え、2 時間、4℃で反応させた。その後、Centricon-3 





 血液を EDTA 採血した。その後、速やかに遠心（1000 g, 10 min, 4℃）し、
血漿と赤血球に分離した。赤血球を洗浄するために、5容量の PBS（pH 7.4）を




 200 µLの洗浄赤血球に 1.2.2.2で作成したビオチン化 Aβ40あるいはビオチン
化 Aβ42を終濃度 0～50 µMになるように加え、12時間、37℃でインキュベート
した。反応終了後、遠心（1,000 g, 10 min, 4℃）し、上清を取り除いた。PBS
で 3回洗浄した。 
 得られた赤血球を [67] と同様に Avidin-FITC で発色させた。赤血球 10 µL
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に 10 mMの HEPESバッファー（pH8.5）を 50 µL、Avidin-FITC（3 µg/mL）を 5 µL





 200 µL の洗浄赤血球に Aβ40 あるいは Aβ42 を終濃度 0～50 µM になるように
200 µL加え、12時間、37℃でインキュベートした。ビオチン化 Aβの濃度は PBS





 200 µLの洗浄赤血球に 1.2.2.2で作成したビオチン化 Aβ40あるいはビオチン
化 Aβ42を終濃度 0～10 µMになるように加え、1～48時間、37℃でインキュベー
トした。反応終了後、遠心（1000 g, 10 min, 4℃）し、上清を取り除いた。PBS
で 3 回洗浄した。得られた赤血球を 1.2.2.5 と同様に Avidin-FITC で発色させ
た。PBSで 3回洗浄後、得られた赤血球を FACSCalibur™ Flow Cytometer（Becton 
Dickinson Immunocytometry Systems）で分析した。赤血球サンプルの蛍光量は、
蛍光波長 530 nm、励起波長 488 nm で測定した。それぞれの赤血球サンプルで、
Fig. 1.2.3のようにゲートをかけ、合計 10,000個の細胞の蛍光強度を測定した。 
 
1.2.2.7 Aβ処理した赤血球の過酸化脂質量の測定 
 4 mLの洗浄赤血球に Aβ40、あるいは Aβ42を終濃度 1 µM、あるいは 10 µMに
なるように 4 mL加え、12時間、37℃でインキュベートした。コントロールには
PBSを 4 mL加え、12時間、37℃でインキュベートした。その後、赤血球を洗浄
するために、5容量（25 mL）の生理的リン酸緩衝液（pH 7.4）を加え遠心（2300 
g, 10 min, 4℃）し、上清を取り除いた。この操作を 3回繰り返し、1.1.2.3と

























凝集・変性は、ビオチン化していない Aβでも観察された（Fig. 1.2.2）。 
 Aβの赤血球膜への沈着量をフローサイトメーターで測定した（Fig. 1.2.3）。
Aβの濃度依存的、時間依存的に Aβの赤血球への沈着量は増加していた（Fig. 
1.2.4, 1.2.5）。Aβ40 と Aβ42 の沈着量を比較したところ、Aβ40 に比べ、Aβ42
の方が、赤血球に沈着しやすいことを見出した（Fig. 1.2.4, 1.2.5）。 










 赤血球に Aβ40、あるいは Aβ42を処理し、インキュベート後の赤血球のルテイ
ン、ゼアキサンチン、β-クリプトキサンチン、α-カロテン、β-カロテン、リコ



















Fig. 1.2.1 Concentration course for the increase in fluorescence intensity
of Aβ42 depositions to RBC membranes (right panel). Digital
micrographs of RBCs reacted with 1 µM biotinylated Aβ42 (B), 5 µM
biotinylated Aβ42 (C), 10 µM biotinylated Aβ42 (D), 20 µM biotinylated
Aβ42 (E), or 50 µM biotinylated Aβ42 (F) or PBS (control) (A) for 12















Fig. 1.2.2 Concentration course for the alteration of RBC membrane reacted with Aβ42.
Digital micrographs of RBCs reacted with 1 µM Aβ42 (B), 5 µM Aβ42 (C), 10 µM
Aβ42 (D), 20 µM Aβ42 (E), or 50 µM Aβ42 (F) or PBS (control) (A) for 12 hours at
37°C, as visualized by a microscopy.
B C






Fig. 1.2.3 Flow cytometry plots of forward scatter (FSC-Height) versus side scatter (SSC-
Height) and flow cytometry histograms showing gating of RBCs region (R1) (A). Concentration
course for the increase in fluorescence intensity of RBCs reacted with biotin-labeled Aβ42 for 12
hour at 37°C and treated with avidin-FITC (B). The fluorescence of each cell was determined
by flow cytometry.
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Fig. 1.2.4 Concentration course for the increase in
fluorescence of RBCs reacted with biotinylated Aβ40 or
biotinylated Aβ42 for 12 hour at 37°C and treated with
avidin-FITC. The fluorescence of each cell was
determined by flow cytometry. Values are expressed as
mean ± S.D. The determinations were made from 3
separated experiments.





Fig. 1.2.5 Time course for the increase in fluorescence of the
RBCs reacted with biotinylated Aβ40 (A) or biotinylated Aβ42
(B) at 37 °C and treated with avidin-FITC. The fluorescence of
each cell was determined by flow cytometry. Values are
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Fig. 1.2.6 Aβ40 or Aβ42 induces membrane phospholipid peroxidation increase in
RBCs. RBCs were exposed for 12 hour at 37 °C to the indicated concentrations of Aβ40
or Aβ42 and the levels of RBCs phospholipid hydroperoxides were quantified. Values
are expressed as mean ± S.D. The determinations were made from 3 separated
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Fig. 1.2.7 Aβ40 or Aβ42 induces membrane carotenoids decrease in RBCs. RBCs were
exposed for 12 hour at 37°C to the indicated concentrations of Aβ40 or Aβ42 and the levels of
RBCs carotenoids (A), and RBCs tocopherols (B) were quantified. Values are expressed as
mean ± S.D. The determinations were made from 3 separated experiments. Means with
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1.2.4 考察 
 近年、脳に蓄積した Aβが分解されると、血中に放出されることが報告された 
[68]。また、DeMattosらは、脳の Aβ濃度と血中の Aβ濃度は、相関することを示




 本研究において、ビオチン化 Aβを用いることで、in vitro試験において、Aβ
は赤血球に接着することを明らかにし、Aβ42の方が Aβ40に比べ、赤血球に沈着
しやすいことを認めた（Fig. 1.2.4, 1.2.5）。Aβ42の C末端の 2つのアミノ酸
（Ile、Ala）が赤血球膜への結合に関与するため [69]、Aβ42 が赤血球の
Complement receptor 1（CR1）に接着しやすい [70]。したがって、赤血球に Aβ42














ラジカルは、主に Aβの 35残基のメチオニンによって産生され [78, 79]、また
Aβは膜を通過することができる [80, 81]。したがって、Aβが赤血球に沈着し、
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第三章 赤血球の老化抑制のためのカロテノイド摂取の有効性に関
























 血液は健常者から EDTA 採血により得た。ルテインは Extrasynthes から購入
した。β-カロテンは Sigma より購入した。アスタキサンチン標品は和光純薬株
工業式会社から購入した。内部標準エキネノン（ウニ由来）は食品総合研究所 脂
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1.3.1.2.2 MS/MSへの infusionと MRM条件の確立 
 検出器は、4000 Q TRAP® LC/MS/MS システム（Applied Biosystems, Foster City, 
CA, USA）を用いた。ルテイン標品、アスタキサンチン標品、β-カロテン標品、
またはエキネノン標品を 5 µMの濃度になるよう MeOH/MTBE（2:3, v/v）に溶解
し、ガラスシリンジとシリンジポンプを用い、4000 Q TRAP MS/MSに 10 µL/min
の速度で導入した。この際、1 mL/minの移動相も一緒に MS/MSに連続注入した。
MS/MSのイオンソースは Turbo Spray (APCI)、測定は Positive modeと Negative 
modeの両方で行い、設定パラメータは Curtain Gas (CUR) 30 L/min、Collision 
Gas (CAD) 4 L/min、Ion Spray Voltage (IS) 4500 V、Temperature (TEM) 450℃、
Ion Source Gas 1 (GS1) 50 L/min、Interface Heater (ihe) On とした。測定




標品を 5 µMの濃度になるよう MeOH/MTBE（2:3, v/v）に溶解し、ガラスシリン
ジとシリンジポンプを用い、MS/MSに 10 µL/minの速度で導入した。この際、1 
mL/minの移動相も一緒に MS/MSに連続注入した。MS/MSのイオンソースは Turbo 





 上記で検出された[M+H]+ (Positive mode)のイオンを対象に、4000 Q TRAPの
制御ソフトである Analyst (ver. 1.4.2, Build 1236) に付属の自動 MRM構築機




めに Declustering Potential (DP)、Entrance Potential (EP)、Collision Energy 
(CE)、Collision Cell Exit Potential (CXP) を最適化した。 
 次に、ルテイン、アスタキサンチン、β-カロテン、またはエキネノンのイオ
ン化の最適条件を、同じく Quantitative Optimizationの FIA (Flow Injection 











 カラム：C30 Carotenoid (5 µm、4.6 x 250 mm、YMC) 
 カラムオーブン：CTO-20A (SHIMADZU) 温度：25℃ 
 ポンプ：LC-20AD (SHIMADZU) 流速：1 mL/min 
 移動相 A：MeOH/MTBE/H2O = 83:15:2 (v/v/v、3.9 mM 酢酸アンモニ 
ウムを含む) 
 移動相 B：MeOH/MTBE/H2O = 8:90:2 (v/v/v、2.6 mM 酢酸アンモニ 
ウムを含む) 
 グラジエント条件 
  時間 0 12 24 38 40 （分） 
  A 90 55 0 0 90 （%） 
  B 10 45 100 100 10 （%） 




 血液採取後、速やかに遠心（1,000 g, 10 min, 4℃）し、血漿と赤血球に分
離した。赤血球を洗浄するために、5容量（25 mL）の生理的リン酸緩衝液（pH 7.4）
を加え遠心（2,300 g, 10 min, 4℃）し、上清を取り除いた。この操作を 3 回
繰り返し、Packed cellsを得た。 
 洗浄赤血球 3.5 mLに 20 µMのルテイン及びβ-カロテンを 3.5 mL加え（終濃
度 10 µM）、4時間、37℃でインキュベートした。コントロールには PBSを 3.5 mL
加え、4 時間、37℃でインキュベートした。その後、赤血球を洗浄するために、
5容量（17.5 mL）の生理的リン酸緩衝液（pH 7.4）を加え遠心（2300 g, 10 min, 
4℃）し、上清を取り除いた。この操作を 3 回繰り返し、1.1.2.6 と同様にカロ
テノイド抽出し、LC-MS/MS分析に供した。 
 
1.3.1.2.5 赤血球に沈着した Aβのフローサイトメーターによる分析 
 1.3.1.2.4 で調整した 200 µL の洗浄赤血球に、1.2.2.2 と同様に作成したビ
オチン化 Aβ40あるいはビオチン化 Aβ42を終濃度 0～10 µMになるように 200 µL
加え、12時間、37℃でインキュベートした。反応終了後、遠心（1,000 g, 10 min, 
4℃）し、上清を取り除いた。PBSで 3回洗浄した。 




 4 mLの洗浄赤血球に Aβ40、あるいは Aβ42を終濃度 1 µM、または 10 µMにな
るように 4 mL 加え、12 時間、37℃でインキュベートした。コントロールには
PBSを 4 mL加え、12時間、37℃でインキュベートした。その後、赤血球を洗浄
するために、5容量（25 mL）の生理的リン酸緩衝液（pH 7.4）を加え遠心（2300 
g, 10 min, 4℃）し、上清を取り除いた。この操作を 3 回繰り返し、得られた
赤血球 1 mLを 1.1.2.3と同様に脂質抽出を行い、1.1.2.4と同様に過酸化リン


















1.3.1.3.1 赤血球カロテノイドの LC-MS/MS分析 
 ルテインを MS/MSに導入したところ、Q1 MS Positive modeにおいて m/z 569.6、
1脱水した 551.6を検出した（Fig 1.3.1 A）。1脱水した 551.6のイオン強度が
最も強かったので、551.6 でプロダクトイオンスキャンを行った。その結果、
119.0、145.2、175.4といった娘イオンが見られ、最も感度の高かった 119.0を
MRM のペアとした（Fig 1.3.2 A, Table 1.3.1）。また、アスタキサンチン、β-
カロテン、エキネノンも同様に Q1 MS Positive mode で測定し、プロダクトイ
オンスキャンを行い、MRMペアを組み、測定条件の最適化を行った（Fig 1.3.1, 
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1.3.1.3.2 in vitro試験におけるカロテノイドを多含する赤血球の作成 
 ルテイン、アスタキサンチン、あるいはβ-カロテンを加えインキュベートし
た結果、赤血球ルテイン濃度はインキュベート前 104.1±3.9 pmol/mL packed 
cells（平均±標準偏差）から、10倍の 1043.2±81.1 pmol/mL packed cellsと
なった（Fig 1.3.6 A）。赤血球アスタキサンチン濃度はインキュベート前 7.65
±0.2 pmol/mL packed cellsから 100倍の 727.3±69.7 pmol/mL packed cells
となった（Fig 1.3.6 B）。一方、赤血球β-カロテン濃度はインキュベート前 8.3
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Fig. 1.3.1 Typical Q1 mass spectra of lutein (A), astaxanthin (B), β-carotene (C), or echinenone (D).
Standard solutions of lutein (A), astaxanthin (B), β-carotene (C), or echinenone (D) [each 2.8 µg (5 nmol)









































































Fig. 1.3.2 Typical Q3 mass spectra (product ion scanning) for m/z 551.6 [M+H-H2O]+ for lutein (A), for m/z
597.4 [M+H]+ for astaxanthin (B), for m/z 537.5 [M+H]+ for β-carotene (C), or for for m/z 551.6 [M+H]+ for
echinenone (D) using Q3 in the hybrid quadrupole/linear ion trap mode. Standard solutions of lutein (A),
astaxanthin (B), β-carotene (C), or echinenone (D) [each 2.8 µg (5 nmol) /mL] was infused directly into the





















































































Table 1.3.1  Optimal parameters of ion source (A) and Q2 (B) for detection of each carotenoid
Ionization APCI
Ion mode Positive
Curtain gas 15 psi
Collision gas 2 psi
Ion spray voltage 5500 V
Temperature 350°C
Ion source gas 1 40 psi
DP; Declustering potential, EP; Entrance potential, CE; Collision energy, CXP; Collision cell exit potential
Compound Q1 mass (amu) Q3 mass (amu) DP (V) EP (V) CE(V) CXP (V)
Lutein 551.6 119.0 66 10 25 10
Astaxanthin 597.4 147.2 116 10 33 14
β-carotene 537.5 118.8 36 10 57 6
Echinenone 551.6 133.2 71 10 27 22
A
B






Compound Precursor Ion Specific Fragment Ions Multiple Reaction MonitoringRetention Time (min)
Lutein 551.6 119.0, 145.2, 175.4 551.6/119.0 6.77
Astaxanthin 597.4 119.2, 147.2, 579.4 597.6/147.2 6.36
β-caorene 537.5 105.2, 118.8, 120.6 537.5/120.6 6.43
Echinenone 551.6 105.0, 133.2, 203.2 551.6/133.2 12.50
Table 1.3.2  Specific fragment ions for each carotenoid







Fig. 1.3.3 Typical multiple reaction monitoring (MRM) chromatograms of each carotenoid standard. Lutein






















































































Fig. 1.3.4 Calibration curves of carotenoids using
different concentrations of standards (0.1-10
pmol/injection).






Fig. 1.3.5 Typical MRM chromatograms of lutein (A), astaxanthin (B), β-carotene (C), echinenone (D) in human
red blood cells. Human red blood cells carotenoids extract (100 µL) was subjected to LC-MS/MS with MRM.




































































Fig. 1.3.6 Carotenoids were transferred to membrane of RBCs
after being treated with lutein (A), astaxanthin (B) or β-carotene
(C). RBCs were reacted with 10 µM of lutein (A), astaxanthin (B),
or β-carotene (C) for 4 hour at 37 °C, and the levels of lutein (A),
astaxanthin (B), or β-carotene (C) of RBCs were quantified.
Values are expressed as mean ± S.D. The determinations were
made from 3 separated experiments. Difference is considered









































































Fig. 1.3.7 Effect of carotenoids on the binding of Aβ40 or Aβ42
to RBCs. RBCs were treated with lutein, astaxanthin, β-carotene
or PBS (control) for 4 hour at 37°C. Then these RBCs were
reacted with different concentrations of biotin-labeled Aβ40 or
Aβ42 for 12 hour at 37°C and treated with avidin-FITC. The
fluorescence on each cell was determined by flow cytometry.
Values are expressed as mean ± S.D. The determinations were
made from 3 separated experiments. Means with different
















































































































Fig. 1.3.8 Effect of carotenoids on the phospholipids peroxidation of RBCs
exposed to Aβ40 or Aβ42. RBCs were treated with lutein, astaxanthin, β-
carotene or PBS (control) for 4 hour at 37°C. Then these RBCs were
reacted with indicated concentrations of Aβ40 or Aβ42 for 12 hour at 37°C,
and the levels of RBC phosphatidylcholine hydroperoxides (PCOOH) (A),
phosphatidylethanolamine hydroperoxides (PEOOH) (B), and phospholipid
hydroperoxides (PLOOH) (C) were quantified. Values are expressed as
mean ± S.D. The determinations were made from 3 separated experiments.
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Fig. 1.3.9 Distribution of lutein, astaxanthin and β-carotene of
RBCs. RBCs were treated with lutein, astaxanthin, β-carotene or
PBS (control) for 4 hour at 37°C. Then these RBCs were reacted
with different concentrations of Aβ40 or Aβ42 for 12 hour at 37°C,
and the levels of RBCs lutein (A), RBCs astaxanthin (B), and
RBCs β-carotene (C) were quantified. Values are expressed as
mean ± S.D. The determinations were made from 3 separated
experiments. Means with different superscript letter (a,b,c) are






























































































































N.D. N.D.a a a a N.D.
c c c














サンチン標品、エキネノン標品の検出限界は 10 pg であり、β-カロテン標品の
検出限界は 30 pgであった。そのため、ルテイン、エキネノンは、UV-HPLCと比



















30.3±1.7 pmol/mL packed cellsまでしか上昇しなかったが、ルテインは 1043.2



















































 Aβ42 は PEPTIDE INSTITUTE, INC.はより購入した。Sulfo-NHS-Biotin、
Avidin-FITC は PIERCE より購入した。ルテイン標品が高価であることから、マ
ウスへのルテイン投与にはルテインカプセル Flora-Glo Lutein（Kemin Foods, 





 11週齢の雄 C57BL/6NJclマウス（日本クレア株式会社から購入）64匹を 8群
に分け（1 群 8 匹）、１週間固形飼料（CE-2、日本クレア株式会社から購入）で
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予備飼育した。1 週間、1 日 1 回 10 時にサンプル（ルテイン、アスタキサンチ
ン）を強制経口投与した。ルテイン投与群は、サンプルはルテインカプセルの
内容物をコーン油で調整し、ルテイン 20 mg/kg/day、ルテイン 40 mg/kg/dayを
2群ずつの計 4群とした。アスタキサンチン投与群は、アスタキサンチンをコー
ン油で調整し、アスタキサンチン 40 mg/kg/dayを 2群ずつの計 2群とした。ま
た、コントロールに、コーン油のみを投与（ルテイン、及びアスタキサンチン 0 
mg/kg/day）し、計 2群とした。試験期間中、投与量を定めるために毎日、体重
を測定した。マウスは 1 ケージに 8 匹とし、試料と水は自由摂取とした。飼育
環境は、室温 25±1℃、明暗周期 12時間 (明期: 8:00-20:00)で行った。すべて
の操作は、東北大学の実験動物指針に従って行われた。 
 
1.3.2.2.3 マウスへのビオチン化 Aβ42の尾静脈注射 
 ビオチン化 Aβ42を 1.2.2.2と同様の方法で作成し、PBSで 100 µM（pH 7.4）
に調整した。コーン油、ルテイン 20 mg/kg/day、ルテイン 40 mg/kg/day、ある
いはアスタキサンチン 40 mg/kg/day投与群の各一群に 100 µMビオチン化 Aβ42
をマウスの尾静脈から 100 µL 注射した。もう一方のコーン油、ルテイン 20 
mg/kg/day、ルテイン 40 mg/kg/day、あるいはアスタキサンチン 40 mg/kg/day





速やかに遠心（1,000 g, 10 min, 4℃）し、血漿と赤血球に分離した。赤血球
を洗浄するために、5容量の生理的リン酸緩衝液（pH 7.4）を加え遠心（2,300 g, 
10 min, 4℃）し、上清を取り除いた。この操作を 3回繰り返し、Packed cells
を得た。血漿は使用するまで-80℃で保存した。 
 
1.3.2.2.5 赤血球に沈着した Aβのフローサイトメーターによる分析 
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ールのルテイン 20 mg、あるいは 40 mg/kg/day投与群に比べ、Aβ42を尾静脈注
射したルテインを 20 mg、あるいは 40 mg/kg/day 投与群の赤血球のルテイン濃
度は低かった（Fig. 1.3.12 A）。アスタキサンチン投与群でも同様の結果であ
った（Fig. 1.3.12 B）。従って、Aβ42 の尾静脈注射により、赤血球膜のルテイ
ン、アスタキサンチン量が減少することを認めた。 
 
1.3.2.3.4 マウス尾静脈に注射した Aβによる赤血球トコフェロール量の変化 




赤血球膜のα-トコフェロール濃度に差は見られなかった（Fig. 1.3.12 C）。 
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（Fig. 1.3.14）。いずれの群においても血漿α-トコフェロール濃度に変化は認
められなった（Fig. 1.3.14）。  





Table 1.3.3  Concentrations of carotenoids and 
tocopherol in lutein/zeaxanthin capsule1
1 Means ± SD.
mg/capsule
Lutein 9.67 ± 0.21





α-Tocopherol 0.12 ± 0.00








Fig. 1.3.10 Effect of lutein or astaxanthin on deposition of Aβ42 to
RBCs exposed to Aβ42. A suspension of Aβ42 at a concentration of
100 µM was made in PBS, and 100 µl of the suspension was injected
into mice via vein from their tail. After 5 hours of the injection, mice
were de-headed and blood was collected. RBCs were separated and
being treated with avidin-FITC, the sample was analyzed by flow
cytometry to determine mean fluorescence intensity. Values are
expressed as mean ± S.D. The determinations were made from 8
separated experiments. Means with different superscript letter (a,b,c)





























(mg/kg/day) 0 20 40 0 20 40
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Lutein (mg/kg/day) 0 20 40 0 20 40
Astaxanthin (mg/kg/day) 0 0 0
0
40 0 0 0
PBS - - - + + +- +
Aβ42 ++ + -- -+ -
0
40
Fig. 1.3.11 Effect of lutein or astaxanthin on levels of phospholipid
peroxidation products of RBCs exposed to Aβ42. A suspension of the
Aβ42 at a concentration of 100 µM was made in PBS, and 100 µl of
this suspension was injected to mice via their tail vein. After 5 hours
of the injection, mice were de-headed and blood was collected. RBCs
were separated and levels of phosphatidylcholine hydroperoxides
(PCOOH) (A), phosphatidylethanolamine hydroperoxides (PEOOH)
(B), and phospholipid hydroperoxides (PLOOH) (C) were quantified.
Values are expressed as mean ± S.D. The determinations were made
from 3 separated experiments. Means with different superscript letter



































































Lutein (mg/kg/day) 0 20 40 0 20 40
Astaxanthin (mg/kg/day) 0 0 0
0
40 0 0 0
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Fig. 1.3.12 Distribution of lutein or astaxanthin exposed to Aβ42.
A suspension of Aβ42 at a concentration of 100 µM was made in
PBS and 100 µl of the suspension was injected to mice via their
tail vein. After 5 hours of the injection, mice were de-headed and
blood was collected. RBCs were separated and levels of lutein (A),
astaxanthin (B), and α-tocopherol (C) of RBCs were quantified.
Values are expressed as mean ± S.D. The determinations were
made from 3 separated experiments. Means with different










Fig. 1.3.13 Effect of lutein or astaxanthin on phospholipid
peroxidation of plasma exposed to Aβ42. A suspension of Aβ42
at a concentration of 100 µM was made in PBS, and 100 µl of the
suspension was injected to mice via their tail vein. After 5 hours
of the injection, mice were de-headed and blood was collected.
Plasma were separated and levels of plasma phosphatidylcholine
hydroperoxides (PCOOH) were quantified. Values are expressed
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Fig. 1.3.14 Distribution of lutein, astaxantin and α-tocopherol of
plasma. A suspension of Aβ42 at a concentration of 100 µM was
made in PBS, and 100 µl of the suspension was injected to mice
via their tail vein. After 5 hours of the injection, mice were de-
headed and blood was collected. Plasma were separated and
levels of plasma lutein (A), astaxanthin (B), and α-tocopherol (C)
were quantified. Values are expressed as mean ± S.D. The
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Lutein (mg/kg/day) 0 20 40 0 20 40
Astaxanthin (mg/kg/day) 0 0 0
0
40 0 0 0
PBS - - - + + +- +




































































- 80 - 
 









 そこで、本研究では、ELISA を用いて、赤血球の Aβの測定方法を開発し、健






 健常若者 24名（男性 12名、女性 12名）と健常高齢者 38名（男性 20名、女
性 18名）にご協力を頂いた（Table 1.3.4）。血液は 10 mLをヘパリン採血した。
その後、速やかに遠心（1000 g、10分、4℃）し、血漿と赤血球に分離した。赤
血球を洗浄するために、5 容量（25 mL）の生理的リン酸緩衝液（pH 7.4）を加
え遠心（2300 g, 10分、4℃）し、上清を取り除いた。この操作を 3回繰り返し、
Packed cells 4 mLを得た。血漿は使用するまで-80℃で保存した。 
 
1.3.3.2.2 赤血球、血漿の Aβ40、Aβ42の測定 
 洗浄赤血球 10 µLに精製水 10 µLを加え攪拌した。70％ギ酸を 20 µL加え、
攪拌した。10 mL の 1 MTris-HCl（pH 8.0）にトリプシンインヒビター
（Complete-mini, Roche）を 1粒入れて調製した溶液を 760 µL加えた。これを
Aβ40の測定では Human βAmyloid（1-40）ELISA Kit wako（和光純薬工業株式会
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社）に付属されているスタンダード希釈液で 2倍希釈し、Aβ42の測定では Human 
βAmyloid（1-42）ELISA Kit wako（和光純薬工業株式会社）に付属されている




抗体を 100 µL ずつ加え、冷蔵（4℃）で 1 時間反応させた。各ウェルに洗浄液
を 300 µLずつ分注し、デカントした。この操作をさらに 4回繰り返した。各ウ
ェルに TMB 溶液を 100 µL ずつ加え、室温暗所で 30 分間反応させた。各ウェル
に反応停止液を 100 µLずつ加え、酵素反応を停止させ、450 nmで測定した。標
準曲線により Aβの濃度を算出した。 














1.3.3.3.1 健常若者の赤血球 Aβ40、Aβ42 
 健常若者の赤血球 Aβ40、Aβ42を測定することができた。赤血球 Aβ40濃度は、
1.32 pmol/mL packed cells（タンパク補正の場合：5.33 pmol/g hemoglobin）
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であり、赤血球の Aβ42濃度は 0.52 pmol/mL packed cells（タンパク補正の場
合：2.09 pmol/g hemoglobin）であった（Table 1.3.4）。血漿に比べ、赤血球
Aβ40濃度は 27倍（タンパク補正の場合：8倍）、赤血球 Aβ42濃度は 47倍（タ
ンパク補正の場合：14倍）高かった（Table 1.3.4）。 
 













Table 1.3.4  Amyloid β levels in RBC and plasma of younger healthy human 
volunteers and senior healthy human volunteers1
1 Means ± SE
2 Significantly different from Younger healthy human volunteers: 2P < 0.01.
RBC Aβ40 





















0.52 ± 0.10 0.92 ± 0.31
1.95 ± 0.63
0.049 ± 0.011
RBC Aβ42/40 0.42 ± 0.13 0.50 ± 0.17








Plasma Aβ40 0.806 ± 0.029






2.09 ± 0.06 3.81 ± 0.22
8.16 ± 0.47
0.669 ± 0.032
RBC Aβ42/40 0.41 ± 0.03 0.51 ± 0.03













Fig. 1.3.15 Correlation between RBC and plasma Aβ40 (A) or Aβ42
(B) concentrations of young healthy human volunteers and senior
subjects (N=62). X-axis is the concentration of RBC Aβ. Y-axis is
















































rs 0.50, P <0.05  (n=62)
Young healthy human volunteers
Senior healthy human volunteers
rs 0.55, P <0.05  (n=62)
Young healthy human volunteers
Senior healthy human volunteers
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1.3.3.4 考察 
 血漿と脳脊髄液の Aβは脳に由来し、脳内 Aβ濃度の増加は、血中の Aβ濃度の増
加に関与していると考えられている。DeMattos らは、脳の Aβ濃度と血中の Aβ























































 アスタキサンチンカプセルは、アスタキサンチン含有量が 0 mg、6 mg、12 mg
の 3 種類を用意した。0 mg アスタキサンチン含有カプセル（プラセボ）は、コ
ーン油 150mg、オリーブ油 70 mg、ビタミン E 30 mg、6 mgアスタキサンチン含
有カプセルは、ピュアスタオイル（ヤマハ発動機）75 mg、コーン油 75 mg、オ
リーブ油 70 mg、 ビタミン E 30 mg、12 mg アスタキサンチン含有カプセルは、
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 アスタキサンチンカプセル（ヤマハ発動機株式会社）の摂取前に被験者 38名
の血液を分析した。その後、ヤマハ発動機株式会社で 3 群各 10 名（男性 5 名、
女性 5名）に分けた。群分けは 0 mg/day、6 mg/day、12 mg/dayとした。0 mg/day
群の年齢は 56.6±1.4歳（平均±標準誤差）、BMI（Body mass index）は 27.6±0.7 
kg/m2であり、6 mg/day 群の年齢は 56.3±2.1 歳、BMI は 27.4±0.7 kg/m2であ
り、12 mg/day群の年齢は 56.1±1.6歳、BMIは 27.6±0.7 kg/m2であった（Table 
1.3.5）。各群で、年齢、BMIに有意な差は見られなかった。 
 各群の被験者にアスタキサンチン含有量が 0 mg、6 mg、12 mg のカプセルを
12週間毎日朝食後に 1粒摂取してもらった。血液採取は、摂取前と摂取 12週間
後に行った。血液は 10 mLをヘパリン採血した。その後、速やかに遠心（1000 g、
10分、4℃）し、血漿と赤血球に分離した。赤血球を洗浄するために、5容量（25 
mL）の生理的リン酸緩衝液（pH 7.4）を加え遠心（2300 g, 10分、4℃）し、上




 赤血球、血漿のカロテノイドとトコフェロールは 1.1.2.6 と同様の方法で抽
出した。赤血球、血漿のカロテノイドは、本博士論文第一部第三章第一節と同







1.3.4.2.5 赤血球、血漿の Aβ40、Aβ42の測定 
 赤血球 Aβ40、Aβ42は、1.3.3.2.2と同様の方法で定量した。 
 血漿 Aβ40、Aβ42は、1.1.2.10と同様の方法で定量した。 













 アスタキサンチン 0 mg摂取群の血漿のアスタキサンチンは、摂取前 9.3±1.4 
pmol/mL（平均±標準誤差）、12週間摂取後 8.3±1.2 pmol/mLと変化は見られな
かった（Fig. 1.3.17 A, Table 1.3.6）。しかし、アスタキサンチン 6 mg 摂取
群の血漿のアスタキサンチンは、摂取前 6.4±1.0 pmol/mLから、12週間摂取後
で 86.4±9.5 pmol/mLと 80.0 pmol/mL上昇した（Fig. 1.3.17 A, Table 1.3.6）。
アスタキサンチン 12 mg 摂取群の血漿のアスタキサンチンは、摂取前 8.1±1.8 
pmol/mL から、12 週間摂取後 109.3±15.5 pmol/mL と 101.2 pmol/mL 上昇した
（Fig. 1.3.16 A, 1.3.17 A, Table 1.3.6）。このことから、摂取量依存的にア
スタキサンチンは血漿に移行することが明らかとなった。 
 アスタキサンチン 0 mg 摂取群の赤血球のアスタキサンチンは、摂取前 4.0±
0.5 pmol/mL packed cells、12 週間摂取後 3.6±0.4 pmol/mL packed cells と
変化は見られなかった（Fig. 1.3.17 B, Table 1.3.7）。しかし、アスタキサン
チン 6 mg 摂取群の赤血球のアスタキサンチンは、摂取前 2.9±0.4 pmol/mL 
packed cellsから、12週間摂取後 35.7±3.5 pmol/mL packed cellsと 33 pmol/mL 
packed cells上昇した（Fig. 1.3.17 B, Table 1.3.7）。アスタキサンチン 12 mg
摂取群の血漿のアスタキサンチンは、摂取前 2.8±0.3 pmol/mL packed cells、
12週間摂取後 44.9±7.8 pmol/mL packed cellsと 42 pmol/mL packed cells上
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 アスタキサンチン 0 mg、6 mg摂取群の血漿の過酸化リン脂質は、アスタキサ
ンチン摂取前と摂取後で変化は見られなかった（Fig. 1.3.19 A, Table 1.3.6）。
しかし、アスタキサンチン 12 mg 摂取群の血漿のアスタキサンチンは、摂取前
18.2±2.0 pmol/mL、12週間摂取後 13.9±1.4 pmol/mLと 4.3 pmol/mL低下した
（Fig. 1.3.16 B, 1.3.19 A, Table 1.3.6）。このことから、アスタキサンチン
の摂取により、血漿の過酸化リン脂質量の低下することを明らかにした（Fig. 
1.3.19 A, Table 1.3.6）。 
 アスタキサンチン 0 mg摂取群の赤血球の過酸化リン脂質は、アスタキサンチ
ン摂取前と摂取後で変化は見られなかった（Fig. 1.3.19 B, Table 1.3.7）。し
かし、アスタキサンチン 6 mg摂取群の赤血球の過酸化リン脂質は、摂取前 13.3
±1.9 pmol/mL packed cells、12 週間摂取後 8.0±1.2 pmol/mL packed cells
と 5.3 pmol/mL packed cells 低下した（Fig. 1.3.19 B, Table 1.3.7）。アス
タキサンチン 12 mg 摂取群の赤血球の過酸化リン脂質は、摂取前 18.6±3.7 
pmol/mL packed cells、12 週間摂取後 9.7±1.3 pmol/mL packed cells と 8.9 




1.3.4.3.3 血漿、赤血球の Aβ40、Aβ42 
 血漿の Aβ40、Aβ42 はアスタキサンチン 0 mg、6 mg、12 mg 摂取群で摂取前、
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摂取後でほとんど変化は見られなかった（Fig. 1.3.20 A, Table 1.3.6）。 
 赤血球の Aβ40、Aβ42 は、アスタキサンチン 0 mg 摂取群では、変化は見られ
なかったが、アスタキサンチン 6 mg摂取群の赤血球の Aβ40は、摂取前 1.77±
0.20 pmol/mL packed cells、12週間摂取後 1.55±0.12 pmol/mL packed cells
と 0.22 pmol/mL packed cells低下する傾向が認められ、Aβ42は、摂取前 0.83
±0.14 pmol/mL packed cells、12週間摂取後 0.76±0.14 pmol/mL packed cells
と 0.07 pmol/mL packed cells低下する傾向が認められた（Fig. 1.3.20 B, Table 
1.3.7）。アスタキサンチン 12 mg摂取群の赤血球の Aβ40は、摂取前 2.17±0.24 
pmol/mL packed cells、12週間摂取後 1.48±0.09 pmol/mL packed cellsと 0.69 
pmol/mL packed cells低下し、Aβ42は、摂取前 0.84±0.13 pmol/mL packed cells、
12週間摂取後 0.62±0.09 pmol/mL packed cellsと 0.22 pmol/mL packed cells




 赤血球の過酸化リン脂質と Aβ40、あるいは Aβ42 の間に強い正相関を認めた
（Fig. 1.3.21）。一方、赤血球のアスタキサンチンと過酸化リン脂質の間には、
逆相関を認めた（Fig. 1.3.22 A）。赤血球のアスタキサンチンと Aβ40、あるい
は Aβ42の間に逆相関を認めた（Fig. 1.3.22 B, C）。 
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Fig. 1.3.16 Typical MRM and CL chromatograms of astaxanthin (A) and PLOOH (B) in RBC taken before
and 12 weeks after ingestion of food-grade astaxanthin (ASTIVO). Subjects took one capsule (containing 12
mg astaxanthin) once a day for 12 weeks. RBC astaxanthin and PLOOH were determined by LC-MS/MS
with MRM and HPLC-CL, respectively. Peak identifications are as follows: 1, astaxanthin; 2,
phosphatidylcholine hydroperoxides (PCOOH); 3, phosphatidylethanolamine hydroperoxides (PEOOH).





Fig. 1.3.17 Concentrations of astaxanthin in plasma (A) and
RBCs (B). Subjects took one capsule (containing 0, or 6 or
12 mg astaxanthin (ASTIVO)) once a day for 12 weeks.
Values were expressed as mean ± S.E. (n=10). Difference
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Fig. 1.3.18 Correlation plot between astaxanthin levels present in
red blood cells and plasma after 12 weeks of ingestion of food-
grade astaxanthin (ASTIVO). A positive correlation (P< 0.01) is
found in samples (n=30).






Fig. 1.3.19 Concentrations of phospholipid hydroperoxides
(PLOOH) in plasma (A) and RBCs (B). Subjects took one
capsule (containing 0, or 6 or 12 mg astaxanthin (ASTIVO))
once a day for 12 weeks. Values were expressed as mean ±
S.E. (n=10). Difference is considered significant from
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Fig. 1.3.20 Concentrations of Aβ40 and Aβ42 in plasma
(A) and RBCs (B). Subjects took one capsule (containing 0,
or 6 or 12 mg astaxanthin (ASTIVO)) once a day for 12
weeks. Values were expressed as mean ± S.E. (n=10).
Difference is considered significant from before ingestion
(*P < 0.05).
0 6 12 0 6 12
(mg/day) (mg/day)
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Fig. 1.3.21 Correlation plot between PLOOH and Aβ40 (A), PLOOH and Aβ42 (B) taken 12 weeks after ingestion of
food-grade astaxanthin (ASTIVO). A significant positive correlation (P< 0.01) is found in samples (n=30).
A B
r 0.70  P <0.01  (n=30) r 0.63  P <0.01  (n=30)
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Fig. 1.3.22 Correlation plot between astaxanthin and PLOOH (A), astaxanthin and
Aβ40 (B), or astaxanthin and Aβ42 (C) taken 12 weeks after ingestion of food-grade





r -0.36 P <0.05  (n=30)
r -0.37 P <0.05  (n=30)
r -0.40 P <0.05  (n=30)
















































































































955.5 ± 59.5 2
887.0 ± 30.8
1842.5 ± 83.4 3




12 mg 12 wk
after ingestion








1895.8 ± 101.1 3











Table 1.3.6  Carotenoids, tocopherols, phospholipid hydroperoxides and Amyloid β protein (Aβ) contents in plasma 
taken before and after ingestion of food-grade Astaxanthin (ASTIVO)1
1 Means ± SE; n = 10.
2,3 Significantly different from before ingestion: 2P < 0.01, 3P < 0.05.
4,5 Nearly significantly different from before ingestion: 4P < 0.10, 5P < 0.15.
6 Xanthophylls are sum of astaxanthin, lutein, zeaxanthin and β-cryptoxanthin.
7 Non-polar carotenoids are sum of α-carotene, β-carotene and lycopene.
6.9 ± 0.6 5.6 ± 0.69.9 ± 0.9
(µmol/mol phospholipids)
PCOOH 9.5 ± 1.0 6.4 ± 0.9 4.8 ± 0.5 3



































Table 1.3.7  Carotenoids, tocopherols, phospholipid hydroperoxides and Amyloid β protein (Aβ) contents in red blood 





















































































































































































5.2 ± 0.9 3
4.3 ± 0.6 4
2.8 ± 0.4 6
2.8 ± 0.6 5













94.2 ± 4.9 2
5.3 ± 0.2
99.4 ± 5.0 2










319.1 ± 21.3 2
17.8 ± 0.9
336.9 ± 22.0 2












102.4 ± 6.9 2
5.5 ± 0.3
107.9 ± 6.9 2










356.4 ± 29.8 2
19.4 ± 1.9
375.8 ± 30.7 2
154.3 ± 27.4 2
1.6 ± 0.4
5.1 ± 0.7 3
3.5 ± 0.4 3
2.18 ± 0.34 4
0.431 ± 0.059




3.0 ± 0.8 5
9.7 ± 1.3 3
6.6 ± 0.7 3
0.62 ± 0.09 5
0.431 ± 0.059
1.48 ± 0.09 3
(pmol/mL packed cells)
1 Means ± SE; n = 10.
2,3 Significantly different from before ingestion: 2P < 0.01, 3P < 0.05.
4,5 Nearly significantly different from before ingestion: 4P < 0.10, 5P < 0.20.
6 Xanthophylls are sum of Astaxanthin,  lutein, zeaxanthin and β-cryptoxanthin.
7 Non-polar carotenoids are sum of α-carotene, β-carotene and lycopene.
8 PLOOH are sum of PCOOH and PEOOH.












の移行と分布を調べた。アスタキサンチンを摂取すると、12 mg 摂取群で 44.9
±7.8 pmol/mL packed cells と内因性の極性カロテノイドであるルテインの量
に匹敵するものとなった（Fig. 1.3.17 B, Table 1.3.7）。β-カロテン（60 mg/
日）を 44週間経口摂取した報告では、血漿β-カロテン濃度は 2週間目で摂取前
より有意に上昇したが、赤血球は 44 週間後でも変化しなかった [94, 95]。赤
血球のβ-カロテン濃度は、被験者がβ-カロテン 50 mg を一日おきに長期間（12
年間）摂取したとき [96]、あるいは 1週間大量（580 mg/日）に摂取したとき [97]
に上昇した。よって、Fotouhiらは赤血球のカロテノイド濃度はカロテノイド摂
取の長期状態を表し、血漿は短期間の摂取状態を反映すると主張していた [96]。
しかし本試験では、一日 6 mgあるいは 12 mgの経口摂取で赤血球にアスタキサ


















相関していたことからも示唆された（Fig. 1.3.22 A）。 
 赤血球の PCOOH量は、コントロールに比べ、アスタキサンチン 6 mg投与群で
は、有意ではないが低い値を示し（P <0.122）、アスタキサンチン 12 mg投与群
では有意に低かった。赤血球の PEOOH量、PLOOH量は、コントロールに比べ、ア
スタキサンチン 6 mg投与群、アスタキサンチン 12 mg投与群で、有意に低下し




 赤血球の Aβ40、Aβ42 濃度を測定したところ、アスタキサンチン摂取群では、
赤血球の Aβ40、Aβ42 濃度が低下していた（Fig. 1.3.20 B, Table 1.3.7）。さ
らに、赤血球のアスタキサンチンと Aβ40、あるいは Aβ42の相関関係を解析した






















 in vitro 試験で、ルテイン、アスタキサンチン、あるいはβ-カロテンを終濃
度 10 µM で 4 時間インキュベートすることで、ルテイン濃度は 10 倍の 1043.2
±81.1 pmol/mL packed cells（平均±標準偏差）、アスタキサンチン濃度は 100
倍の 727.3±69.7 pmol/mL packed cells、β-カロテン濃度は 3.6倍の 30.3±1.7 
pmol/mL packed cells となり、カロテノイドを多含する赤血球の作成に成功し
た。 











 マウスに一週間ルテインを 20 mg、40 mg/kg/day、あるいはアスタキサンチン
を 40 mg/kg/day投与させたマウスに 100 µMの Aβ42を 100 µL尾静脈から注射
した。その結果、コーン油投与（コントロール）群に比べ、ルテインあるいは
アスタキサンチン投与群では、赤血球への Aβの沈着や、脂質過酸化の亢進が阻













とその赤血球老化抑制効果を評価した。0 mg、6 mg、12 mg/day の 3 群に分け、
各群 10名（男性 5人、女性 5人）とし、摂取期間は 12週間とした。 
 アスタキサンチンの摂取量依存的（6 mg、12 mg/day）にアスタキサンチンは
赤血球に移行した。 
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第二部 microRNAを用いたアルツハイマー病のバイオマーカー探索 
第一章 血漿および脳脊髄液の microRNA抽出法の検討 
 
2.1.1 緒言 









 8週齢の雄 Rat/Sprague Dawley (Crl:CD(SD))の血液（ヘパリン採血、および
EDTA採血）および脳脊髄液を採取した。血液は採取後、すぐに遠心分離（1,000 






g, 10 min, 4℃）した。脳脊髄液も同様に採取後、すぐに遠心分離（500 g, 10 
min, 室温）した。使用するまで-80℃で保存した。 
 
2.1.2.3 血漿 miRNAの抽出（miRNeasy Mini、Qiagen） 
 血漿に 3.5容量の QIAzol Lysis Reagentを加え、ボルテックスあるいはピペ
ッティングで撹拌した。5 分間，常温（15-25℃）で放置した。血漿に対して、
0.7 容量のクロロホルムを加え、15 秒間，チューブを振り、激しく撹拌した。
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2-3分間，常温（15-25℃）で放置し、遠心分離（12,000 g, 15 min, 4℃）した。
上層を新しい collection tube に移した。1.5 容量の 100%エタノールを加え、
ピペッティングにより攪拌した。RNeasy Mini spin column に沈殿物を含めて
700 µLのサンプルを乗せ、遠心分離（8,000 g, 15 sec, 室温）した。乗り切ら
なかったサンプルはこの操作を繰り返した。RNeasy Mini spin columnに 700 µL
の Buffer RWTを加え、遠心分離（8,000 g, 15 sec, 室温）し、ろ液を捨てた。
RNeasy Mini spin columnに 500 µLの Buffer RPEを加え、遠心分離（8,000 g, 
15 sec, 室温）し、ろ液を捨てた。さらに、RNeasy Mini spin columnに 500 µL
の Buffer RPEを加えた。Columnを乾燥させるために、ふたをゆっくりと慎重に
閉め、遠心分離（8,000 g, 2 min, 室温）し、ろ液を捨てた。新しい Columnに
変え、最高速度 1分間遠心した。1.5mL collection tubeに変え、50 µLの RNeasy 
Free Waterを加え、遠心分離（8,000 g, 1 min, 室温）し、miRNAを回収した。 
 
2.1.2.4 血漿 miRNAの抽出（mirVana miRNA PARIS Kit、Ambion） 
 血漿に Sampleと同量の 2×Denaturing solution(室温)を加え、すぐに混合し
た。氷上で 5minインキュベートした。同量(血漿＋2×Denaturing solution)の
Acid-Phenol/Chloroformを加えた。60秒ボルテックスし、遠心分離（10,000 g, 
5 min, 4℃）し、上清（水層）を新しいチューブに採取した。上清の 1.25容量
の 100%エタノール(室温)を添加し、よく混合した。Filter Cartridge を
Collection tubeにセットし、700 µLのサンプルを乗せ遠心分離（10,000 g, 30 
sec, 常温）し、ろ液を捨てた。乗り切らなかったサンプルはこの操作を繰り返
した。miRNA Wash Solution 1を 700 µLを加え、遠心分離（10,000 g, 15 sec, 
常温）し、ろ液を捨てた。Wash Solution 2/3を 500 µLを加え、遠心分離（10,000 
g, 15 sec, 常温）し、ろ液を捨てた。この操作をもう一度繰り返した。新しい
Columnに変え、遠心分離（10,000 g, 10 min, 常温）した。新しい Collection 
tubeに Filter Cartridgeをセットし、95℃に加熱した Nuclease-free water 100 
µLを membrane上に添加した。遠心分離（10,000 g, 30 sec, 常温）し、miRNA
を回収した。 
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2.1.2.5 血漿 miRNAの抽出（mirVana miRNA Isolation Kit、Ambion） 
 氷上で、血漿サンプルの 10 容量の Lysis/Binding Buffer を加え、ボルテッ
クスした。血漿サンプルと Lysis/Binding Buffer 混合液の 1/10 容量の miRNA 
Homogenate Additiveを加え，ボルテックスで混合し、氷上に 10分間静置した。
miRNA Homogenate Additive 添加前のサンプル溶液（血漿サンプル／
Lysis/Binding Buffer混合液）と同量の Acid-Phenol/Chloroformを添加し、ボ
ルテックスで 30～60秒間混合し、遠心分離（10,000 g, 5 min, 4℃）した。上
清（水層）を新しい Collection tubeに採取し、上清の 1.25容量の 100%エタノ
ールを添加し、混合した。Column を Collection tube にセットし、サンプルを
乗せ、遠心分離（10,000 g, 15 sec, 常温）し、ろ液を捨てた。700 µLの miRNA 
Wash Solution 1を Columnに添加し、遠心分離（10,000 g, 10 sec, 常温）し、
ろ液を捨てた。500 µLの Wash Solution 2/3を Columnに添加し、遠心分離（10,000 
g, 10 sec, 常温）し、ろ液を捨てた。この操作をもう一度繰り返した。Column
を新しい Collection tubeにセットし、遠心分離（10,000 g, 1 min, 常温）し
た。新しい Collection tubeに Filter Cartridgeをセットし、95℃に加熱した
Nuclease-free water 100 µLを membrane上に添加した。遠心分離（10,000 g, 30 
sec, 常温）し、miRNAを回収した。 
 
2.1.2.6 血漿 miRNAの抽出（Isopropanol沈殿法） 
 血漿 300 µL をマイクロチューブに分注した。3 容量の TRLzol LS（Qiagen）
を加え、よく混合した。室温で 5分間静置した。300 µLのクロロホルムを加え、
30 秒間激しくチューブを振り混和した。室温で 5 分間静置し、遠心分離（最高
速度, 20 sec, 4℃）でした。上層（水層）を回収し、新しいマイクロチューブ
に移した。1.2容量のイソプロパノールを添加し、ピペッティングにより混和し
た。室温で 10 分間静置し、遠心分離（12,000 g, 10 min, 4℃）し、上清を捨
てた。上記で添加したイソプロパノールの 2容量の 75%エタノール（冷蔵）を加
え、混和し、遠心分離（7,600 g, 5 min, 4℃）した。上清を捨てた。RNA 沈殿
- 110 - 
 
物を風乾し、RNeasy Free Waterを加え、miRNAを回収した。 
 
2.1.2.7 脳脊髄液 miRNAの抽出（miRNeasy Mini、Qiagen） 
 脳脊髄液に 3.5容量の QIAzol Lysis Reagentを加え、ボルテックスあるいは
ピペッティングで撹拌した。5 分間，常温（15-25℃）で放置した。脳脊髄液に
対して、0.7 容量のクロロホルムを加え、15 秒間，チューブを振り、激しく撹
拌した。2-3分間，常温（15-25℃）で放置し、遠心分離（12,000 g, 15 min, 4℃）
した。上層を新しい collection tube に移した。1.5 容量の 100%エタノールを
加え、ピペッティングにより攪拌した。2 mLの collection tubeの RNeasy Mini 
spin columnに沈殿物を含めて、700 µLのサンプルを乗せ遠心分離（8,000 g, 15 
sec, 室温）した。乗り切らなかったサンプルはこの操作を繰り返した。RNeasy 
Mini spin columnに 700 µLの Buffer RWTを加え、遠心分離（8,000 g, 15 sec, 
室温）し、ろ液を捨てた。RNeasy Mini spin column に 500 µL の Buffer RPE
を加え、遠心分離（8,000 g, 15 sec, 室温）し、ろ液を捨てた。さらに、RNeasy 
Mini spin columnに 500 µLの Buffer RPEを加えた。Columnを乾燥させるため
に、ふたをゆっくりと慎重に閉め、遠心分離（8,000 g, 2 min, 室温）し、ろ
液を捨てた。新しい Columnに変え、最高速度 1分間遠心した。1.5mL collection 
tubeに変え、50 µLの RNeasy Free Waterを加え、遠心分離（8,000 g, 1 min, 
室温）し、miRNAを回収した。 
 
2.1.2.8 miRNA濃度の測定抽出（miRNeasy Mini、Qiagen） 
 miRNA濃度は、NanoDrop ND-1000 Spectrophotometers (Thermo Fisher 
105 Scientific Inc.)により測定した。 
 
2.1.2.9 miRNA抽出確認（miRNeasy Mini、Qiagen） 
 miRNA の抽出の確認には、Agilent Small RNA kit（Agilent Technologies）
を用いて、Agilent 2100 Bioanalyzer（Agilent Technologies）にて行った。 
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2.1.2.10 定量 RT-PCR分析 
 High-Capacity cDNA Reverse Transcruption Kits（Applied Biosystems）を
用いた。RNAを MultiScribe Reverse Transcruptase（50 units）を用いて cDNA
に逆転写した。条件は 16℃・30分、42℃・30分、85℃・5分とした。定量 RT-PCR
分析には、TaqMan MicroRNA Assays（Applied Biosystems）、20×TaqMan MicroRNA 
Assey mix、TaqMan 2×Universal PCR Master Mix、nuclease free water を用
いた。それぞれの PCR 反応は、7900HT Fast Real-Time PCR System（Applied 
Biosystems）を用い、MicroAmpTM optical 384-well反応プレートにより 3連で






2.1.3.1 血漿（ヘパリン採血）miRNAの抽出（miRNeasy Mini、Qiagen） 
 ヘパリン採血したラットおよびヒト血漿は、血漿量と miRNA の抽出量に比例
関係が認められなかった（Table 2.1.1）。また、Agilent 2100 Bioanalyzer に
て、抽出の確認を行ったところ、miRNAのピークが認められなかった（Fig 2.1.1）。 
 
2.1.3.2 血漿（EDTA採血）miRNAの抽出（miRNeasy Mini、Qiagen） 
 EDTA 採血したラットおよびヒト血漿では、血漿量と miRNA の抽出量が比例し
た（Table 2.1.2）。また、Agilent 2100 Bioanalyzer にて、抽出の確認を行っ
たところ、miRNAのピークが認められた（Fig 2.1.2 A）。 
 
2.1.3.3 血漿 miRNA抽出方法の比較 
 miRNeasy Mini（Qiagen）、mirVana miRNA PARIS Kit（Ambion）、mirVana miRNA 
Isolation Kit（Ambion）、Isopropanol沈殿法により、4種類の血漿 miRNA抽出
法の比較を行った。 
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 回収量は、mirVana miRNA Isolation Kit（Ambion）、mirVana miRNA PARIS Kit
（Ambion）、miRNeasy Mini（Qiagen）、Isopropanol沈殿法の順に多かった（Table 
2.1.3）。 
 miRNA濃度は、miRNeasy Mini（Qiagen）、Isopropanol沈殿法、mirVana miRNA 
Isolation Kit（Ambion）、mirVana miRNA PARIS Kit（Ambion）の順に濃かった
（Table 2.1.3）。 
 Agilent 2100 Bioanalyzer にて miRNeasy Mini（Qiagen）、Isopropanol 沈殿
法では miRNAのピークが認められたが、mirVana miRNA Isolation Kit（Ambion）、
mirVana miRNA PARIS Kit（Ambion）では、Agilent 2100 Bioanalyzerにて miRNA
のピークが認められなかった（Fig 2.1.2）。 
 
2.1.3.4 脳脊髄液 miRNAの抽出（miRNeasy Mini、Qiagen） 
 ラットおよびヒト脳脊髄液では、脳脊髄液量と miRNA の抽出量が比例した
（Table 2.1.4）。また、Agilent 2100 Bioanalyzer にて、抽出の確認を行った
ところ、miRNAのピークが認められた（Fig 2.1.3）。 
 
2.1.3.5 内在遺伝子 miRNAの測定 
 血漿および脳脊髄液の内在 miRNAが検出された（Fig 2.1.4）。 
  




Table 2.1.1  Plasma miRNA concentration in rats and human using heparin as anti-coagulant (miRNeasy Mini (Qiagen)).
ng/µL 260/280 260/230
Rats
 Plasma 100 µL    8.69 ± 1.23 1.99 ± 0.17 0.27 ± 0.04
 Plasma 200 µL 17.64 ± 2.34 1.84 ± 0.05 0.25 ± 0.05
 Plasma 500 µL 19.45 ± 2.67 1.90 ± 0.11 0.31 ± 0.11
Human
 Plasma 100 µL   6.42 ± 1.19 2.13 ± 0.19 0.23 ± 0.07
 Plasma 200 µL 16.27 ± 2.51 1.77 ± 0.09 0.27 ± 0.09
 Plasma 500 µL 15.55 ± 2.31 1.80 ± 0.14 0.30 ± 0.14
Means ± SD (n=3)




Table 2.1.2  Plasma miRNA concentration in rats and human using EDTA-2K as anti-coagulant (miRNeasy Mini (Qiagen)).
ng/µL 260/280 260/230
Rats
 Plasma 100 µL    9.21 ± 1.43 1.71 ± 0.14 0.91 ± 0.07
 Plasma 200 µL 20.24 ± 3.42 1.80 ± 0.08 0.88 ± 0.06
 Plasma 500 µL 44.45 ± 4.21 1.77 ± 0.14 0.93 ± 0.16
Human
 Plasma 100 µL   8.00 ± 1.21 1.63 ± 0.15 0.82 ± 0.06
 Plasma 200 µL 15.45 ± 2.87 1.69 ± 0.11 0.76 ± 0.08
 Plasma 500 µL 39.23 ± 3.65 1.71 ± 0.19 0.87 ± 0.10
Means ± SD (n=3)




Table 2.1.3  Plasma miRNA concentration in rats and human using EDTA-2Na as anti-coagulant.
ng/plasma 100 µL 260/280 260/230
Rats
 miRNeasy Mini (Qiagen) 206.7 ± 30.6 1.79 ± 0.13 0.98 ± 0.07
 mirVana miRNA PARIS Kit (Ambion) 501.6 ± 84.7 1.29 ± 0.07 0.28 ± 0.01
 mirVana miRNA Isolation Kit (Ambion) 487.2 ± 75.8 1.17 ± 0.11 0.27 ± 0.03
 Isopropanol precipitation method 115.9 ± 22.9 1.67 ± 0.16 0.92 ± 0.05
Human
 miRNeasy Mini (Qiagen) 170.8 ± 16.9 1.67 ± 0.09 0.92 ± 0.16
 mirVana miRNA PARIS Kit (Ambion) 426.0 ± 89.5 1.46 ± 0.10 0.26 ± 0.02
 mirVana miRNA Isolation Kit (Ambion) 403.0 ± 75.6 1.38 ± 0.12 0.21 ± 0.03
 Isopropanol precipitation method 107.9 ± 20.4 1.72 ± 0.15 0.88 ± 0.11
Means ± SD (n=3)





Table 2.1.4  CSF miRNA concentration in rats and human (miRNeasy Mini (Qiagen)).
ng/µL 260/280 260/230
Rats
 Plasma 200 µL    6.23 ± 1.01 1.48 ± 0.21 0.65 ± 0.07
 Plasma 400 µL 13.54 ± 3.54 1.67 ± 0.14 0.75 ± 0.11
 Plasma 800 µL 27.56 ± 5.32 1.64 ± 0.11 0.88 ± 0.04
Human
 Plasma 200 µL   4.57 ± 0.79 1.52 ± 0.14 0.72 ± 0.05
 Plasma 400 µL 10.54 ± 2.21 1.61 ± 0.11 0.75 ± 0.10
 Plasma 800 µL 22.23 ± 4.34 1.73 ± 0.12 0.89 ± 0.13
Means ± SD (n=3)




Fig. 2.1.1 Quality check using agilent small
RNA kit for human plasma using heparin as
anti-coagulant (miRNeasy Mini (Qiagen)).





Fig. 2.1.2 Quality check using Agilent small RNA kit for human plasma using EDTA-2K as anti-coagulant,
miRNeasy Mini (Qiagen) (A), mirVana miRNA PARIS Kit (Ambion) (B), mirVana miRNA Isolation Kit
(Ambion) (C), or Isopropanol precipitation method (D).
A miRNeasy Mini (Qiagen) mirVana miRNA Isolation Kit (Ambion)C
mirVana miRNA PARIS Kit (Ambion)B Isopropanol precipitation methodD





Fig. 2.1.3 Quality check using Agilent small
RNA kit for human CSF miRNA using
heparin as anti-coagulant (miRNeasy Mini
(Qiagen)).





















 EDTA 採血したラットおよびヒト血漿では、血漿量と miRNA の抽出量が比例し
た（Table 2.1.2）。また、Agilent 2100 Bioanalyzer にて、抽出の確認を行っ
たところ、miRNA のピークが認められた（Fig 2.1.2）。さらに、定量 RT-PCR 法
においても、内在遺伝子を検出することができた（Fig 2.1.4）。したがって、
本研究において、miRNAの抽出法の確立に成功した。 
 次に、最も効率的な miRNA 抽出法を検討することにした。miRNeasy Mini
（Qiagen）、mirVana miRNA PARIS Kit（Ambion）、mirVana miRNA Isolation Kit
（Ambion）、Isopropanol沈殿法による 4種類の血漿 miRNA抽出法の比較を行っ
た。回収量は、mirVana miRNA Isolation Kit（Ambion）、mirVana miRNA PARIS 
Kit（Ambion）、miRNeasy Mini（Qiagen）、Isopropanol沈殿法の順に多かった（Table 
2.1.3）。miRNA濃度はmiRNeasy Mini（Qiagen）、Isopropanol沈殿法、mirVana miRNA 
Isolation Kit（Ambion）、mirVana miRNA PARIS Kit（Ambion）の順に濃かった
（Table 2.1.3）。Agilent 2100 Bioanalyzer にて miRNeasy Mini（Qiagen）、
Isopropanol 沈殿法では miRNA のピークが認められたが、mirVana miRNA 
Isolation Kit（Ambion）、mirVana miRNA PARIS Kit（Ambion）では、Agilent 2100 
Bioanalyzerにて miRNAのピークが認められなかった（Fig 2.1.2）。定量 RT-PCR
法でも、同様に miRNeasy Mini（Qiagen）、Isopropanol 沈殿法では miRNA の内
在遺伝子を検出できたが、mirVana miRNA Isolation Kit（Ambion）、mirVana miRNA 
PARIS Kit（Ambion）では、miRNAを検出できなかった。mirVana miRNA Isolation 
Kit（Ambion）、mirVana miRNA PARIS Kit（Ambion）では、miRNA を検出できな
かったため、適切な方法ではないと考えられた。miRNeasy Mini（Qiagen）と
Isopropanol沈殿法での miRNAの回収量はほぼ同様であるが、Isopropanol沈殿




 ヘパリン採血したラットおよびヒト血漿では、血漿量と miRNA の抽出量に比





 脳脊髄液については、miRNeasy Mini（Qiagen）を用いた方法により miRNAを
抽出することができた。Agilent 2100 Bioanalyzer にて miRNA のピークが認め
られ、定量 RT-PCR法においても、内在遺伝子を検出することができた（Fig 2.1.3, 
2.1.4）。脳脊髄液の miRNA抽出法の確立に成功した。 
 本研究において、血漿と脳脊髄液の miRNA 抽出法の確立に成功した。この方
法を用いて、血漿と脳脊髄液の miRNA を用いたアルツハイマー病バイオマーカ
ー探索を行うことにした。 












 miRNA は、noncoding RNAs の一種であり、転写の相補性領域に結合すること





miR-29aと miR-29bは、アルツハイマー病患者の脳において、Amyloid precursor 
protein（APP）と Beta-site APP-cieaving enzyme1（BACE1）の発現を調節させ
ることが報告されている [31]。他の研究では、miR-34a と miR-146a の発現が、
Aβ、鉄、活性酸素種を増加させ酸化ストレスや DNA 損傷を引き起こすことが知
られている [32-33]。 
 アルツハイマー病患者の非侵襲サンプル（脳脊髄液や白血球）の miRNA 分析
例は 2 例しかなく [34-35]、血漿および脳脊髄液の miRNA がアルツハイマー病
の確定診断に有用なツールかは未だ不明確なままである。これらの研究や他の
非侵襲性の miRNA 発現の最近の報告をもとに [36-40]、本研究ではアルツハイ
マー病患者と健常高齢者の血漿と脳脊髄液の候補 miRNA（miR-9、miR-29a、
miR-29b、miR-34a、miR-125b、miR-146a）を quantitative reverse trabscriptase 
polymerase chain reaction（定量 RT-PCR）を用いて分析し、アルツハイマー病









ルツハイマー病外来患者 10名（男性 3名、女性 7名）と健常者（コントロール）





した（1,000 g, 10 min, 4℃）。脳脊髄液も、採取後、速やかに遠心分離した（500 
g, 10 min, 室温）。血漿と脳脊髄液は、分析まで-80℃で保存した。 
 
2.2.2.2 血漿と脳脊髄液の miRNA抽出 
 miRNAを含む総 RNAは、miRNeasy kit（Qiagen）を用い、血漿と脳脊髄液から
抽出した。血漿や脳脊髄液 800 µLに QIAzol試薬 2800 µLを加えた。これにク
ロロホルム 560 µLを加え撹拌した。15秒撹拌した後、12,000 gで 15分遠心分
離した。上相を回収し、エタノール 1.5mL を加え混和した。シリカカラムにて
処理し、不純物を除去するためにバッファーを用いて洗浄した RNA は、低濃度
塩の溶出バッファーにより回収した。 RNA 濃度を NanoDrop ND-1000 
Spectrophotometers（Thermo Fisher Scientific Inc.）により測定した。また、
Agilent Small RNA kitを用い、Agilent 2100 Bioanalyzer（Agilent Technologies）
により RNA純度を評価した。 
 
2.2.2.3 定量 RT-PCR分析 
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 High-Capacity cDNA Reverse Transcruption Kits（Applied Biosystems）及
び MultiScribe Reverse Transcruptase（50 units）を用いて、RNA を cDNA に
逆転写した。条件は 16℃・30分、42℃・30分、85℃・5分とした。定量 RT-PCR
分析には、TaqMan MicroRNA Assays（Applied Biosystems）、20×TaqMan MicroRNA 
Assey mix、TaqMan 2×Universal PCR Master Mix、nuclease free water を用
いた。それぞれの PCR 反応は、7900HT Fast Real-Time PCR System（Applied 
Biosystems）を用い、MicroAmpTM optical 384-well反応プレートにより 3連で
実施した。反応は、95℃で 10 分保温し、95℃・15 秒、60℃・1 分を 40 サイク
ル繰り返した。蛍光発光読み取りは、60℃で行った。miRNA の反応量は、




 脳脊髄液の総タウ蛋白は、ELISA（Innogenetics, Gent, Belgium）を用いて
測定した。 
 
2.2.2.5 脳脊髄液 Aβの測定 





られなかった場合は Welch's t-test を行った。正規分布でなかった場合は









2.2.3.1 アルツハイマー病患者と健常高齢者の血漿 miRNA 







2.2.3.2 アルツハイマー病患者と健常高齢者の脳脊髄液 miRNA 
 血漿と同様に、脳脊髄液の 6 つの miRNA（miR-9、miR-29a、miR29b、miR34a、
miR125b、miR146a）を、定量 RT-PCR法により測定することができた（Fig 2.2.2）。
アルツハイマー病患者の脳脊髄液 miR-34a、miR-125b、miR-146a は、健常高齢















Table 2.2.1  Physical characteristics of AD patients and control subjects1
AD patients Control subjects
Total number of subjects 10 10
Males 3 4
Females 7 6
Age (years) 80.7 ± 5.8  73.0 ± 5.2  
MMSE 21.1 ± 3.5  29.5 ± 0.7  
CSF-Aβ (1-42) (pg/ml) 378.4 ± 112.9 560.4 ± 90.5  
CSF-tau (pg/ml) 480.7 ± 218.9 209.8 ± 64.2  
1 Means ± SD; n=10.







































Fig. 2.2.1 miRNA levels in plasma of healthy human volunteers
and AD patients. Values are mean ± SD (n=10). Difference is
considered significant from control subjects (P < 0.05).
*
*










































Fig. 2.2.2 miRNA levels in CSF of healthy human volunteers and
AD patients. Values are mean ± SD (n=10). Difference is
considered significant from control subjects (P < 0.05).
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Fig. 2.2.3 Correlation between plasma miRNA and age (n=10).
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Fig. 2.2.4 Correlation between CSF miRNA and age (n=10).
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Fig. 2.2.5 Correlation between plasma miRNA and MMSE (n=10).
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Fig. 2.2.6 Correlation between CSF miRNA and MMSE (n=10).
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Fig. 2.2.7 Correlation between plasma miRNA and CSF-Aβ (1-42) (n=10).
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Fig. 2.2.8 Correlation between CSF miRNA and CSF-Aβ (1-42) (n=10).



































0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000



































































































































































CSF-tau (pg/ml) CSF-tau (pg/ml)
CSF-tau (pg/ml) CSF-tau (pg/ml)









Fig. 2.2.9 Correlation between plasma miRNA and CSF-tau (n=10).
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Fig. 2.2.10 Correlation between CSF miRNA and CSF-tau (n=10).










ことを明らかにした（Fig 2.2.1, 2.2.2）。 










検出された miR-29a と miR-29b は、脳由来のものであり、脳から脳脊髄液に分






用いた in vitro 試験により、miR-34a の過剰発現はアポトーシスを誘導するこ
とが示された [111]。Bcl2 は、Apaf-1 との相互作用により、caspase-9 の活性



















 miR-9とmiR-125bは、脳に非常に多く含まれているmiRNAである [115, 116]。
miR-9は、ニューロン形成、形態形成、脳細胞増殖、神経膠芽細胞腫に関与する 
[117, 118]。miR-9 と miR-125b は、アルツハイマー病患者の新皮質で増加して
いることから、脳機能低下の制御作用を担うことが報告されている [116]。





にも見られた（Fig 2.2.1, 2.2.2）。miR-9と miR-125bは脳に豊富に発現してい
るため、miR-9 と miR-125b は脳からの分泌過程が異なっている可能性が考えら
- 140 - 
 
れた。 
 末梢血に循環する細胞外 miRNA は、アポトーシス小体、微小小胞、エキソソ
















 血漿と脳脊髄液からの miRNA抽出法の確立に成功した。 
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とその赤血球老化抑制効果を評価した。0 mg、6 mg、12 mg/day の 3 群に分け、
各群 10名（男性 5人、女性 5人）とし、摂取期間は 12週間とした。 
 アスタキサンチンの摂取量依存的（6 mg、12 mg/day）にアスタキサンチンは
赤血球に移行した。 


























 血漿と脳脊髄液からの miRNA抽出法の確立に成功した。 
 





健常高齢者より有意に低かった。一方、脳脊髄液 miR-29a と miR-29b は、健常
高齢者より有意に高かった。 
 以上より、血漿と脳脊髄液で検出された miRNA がアルツハイマー病のマーカ
ーとして有用である可能性を見出した（血漿：miR-34a、miR-146a）（脳脊髄液
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